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O estudo dos Micrococcus pyogenes apresenta real importância em 
patologia, uma vez que tais germes se constituem em agentes etioló- 
gicos de toxi-infecções ou de infecções graves.
No decorrer de pesquisas sôbre mastite bovina, realizadas neste De­
partamento, pudemos observar que grande número dessas infecções era 
produzido por Micrococcus pyogenes. Daí o interesse em estudarmos, 
comparativamente, as diferentes propriedades das amostras de estafilo- 
cocos isolados em tais processos.
Pesquisámos simultaneamente a produção de hemolisinas a e /?, a 
coagulação do plasma oxalatado, a fermentação da manita, a produção 
de pigmento e a fusão da gelatina, cujos resultados são apresentados 
neste trabalho.
MATERIAL E MÉTODO
Foram estudadas 73 amostras de Micrococcus pyogenes obtidas da 
secreção mamária de vacas portadoras de mastite.
A  coleta do material em frascos esterilizados, com a capacidade de 
20 cm3, foi feita após desinfecção da porção terminal dos têtos, com 
solução de álcool-éter iodado. Essas amostras foram semeadas em cal­
do simples e incubadas a 37"C, por 24 horas.
Comprovada a presença de estafilococos, em esfregaços corados pelo 
Gram, para o seu isolamento, as culturas obtidas foram semeadas em 
placa de agar com 5% de sangue desfibrinado, de carneiro.
Os métodos utilizados para as pesquisas acima referidas foram os 
seguintes:
1) Hemólise em placa de agar-sangue —  Esta característica foi 
por nós pesquisada segundo a orientação dos trabalhos de M in e t t  
(1937).
354 Rev. Fac. Med. Vet. S. Paulo — Vol. 5, fase. 3, 1955
Uma alça de platina de uma cultura de 18 horas em caldo triptose 
(Difco. B 62) foi repicada em placa de agar triptose (Difco. B 64) con­
tendo 5% de sangue desfrinado, de carneiro. As placas semeadas fo­
ram incubadas a 37'C, em atmosfera contendo 30% de CO.., durante 33 
horas, sendo a seguir transferidas para um refrigerador a 4"C, onde 
permaneciam uma noite.
Aquelas amostras que produziam somente hemolisina «  apresenta­
vam ao redor da colônia uma zona clara, de contornos mal delimitados, 
de hemólise total e sem nenhum sinal de progresso, após refrigeração 
por uma noite.
As amostras, que produziam unicamente a [3 lisina, mostravam uma 
zona escura de contornos bem delimitados, de hemólise parcial, que se 
acentuava quando transferida para o refrigerador. As que produziam 
a e /3 lisinas mostravam uma zona de hemólise total circundada por uma 
zona de hemólise parcial.
2) Produção e dosagem das hemolisinas —  De acôrdo com o mé­
todo descrito por Do lm a n n  (1935), a toxina foi preparada cultivando-se 
a amostra em agar semi-sólido, com 0,3% de agar.
Frascos de Erlenmeyer foram semeados e incubados durante 44 ho­
ras a 37"C em atmosfera contendo 30% de COj.
Os testes quantitativos das hemolisinas foram feitos segundo o cri­
tério proposto por Mac F a r la n d  (1938). Após a filtração das cultu­
ras em papel de filtro, no refrigerador, duas séries de 6 diluições va­
riando de 1:1 a 1:80 foram preparadas em solução fisiológica. Cada 
tubo continha um volume final de 1 ml. A cada tubo da primeira sé­
rie foi adicionado 0,1 ml de uma suspensão a 10% de glóbulos lavados, 
de coelho, e a cada tubo da segunda série foi adicionada uma suspen­
são de glóbulos de carneiro, nas mesmas condições.
Os tubos permaneciam em banho-maria a 37-C por uma hora, quan­
do a primeira leitura foi feita, sendo em seguida transferidos para o re­
frigerador por uma noite, para a leitura final.
O título final foi tomado pela maior diluição da hemolisina capaz 
de lisar no mínimo 50% dos glóbulos.
Para aquelas hemolisinas capazes de lisar totalmente até a diluição 
de 1:80, foi preparada uma nova série de 7 diluições variando de 1:100 
a 1:1200.
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A  hemólise dos glóbulos de coelho indicava a presença da hemoli- 
sina «  e a hemólise dos glóbulos de carneiro, após refrigeração, era in­
dicativa da p lisina.
3) Coagulase —  A  demonstração da coagulase foi feita segundo o 
método descrito por T hom pson  e K horoza (1937). Sangue fresco de 
coelho, oxalatado a 0,2%, foi centrifugado para separar o plasma, o 
qual foi misturado, em pequenos tubos, a uma cultura de 18 horas, em 
caldo triptose (Difco. B62), na proporção de 0,2 para 0,3 ml, respecti­
vamente.
Foram consideradas positivas somente as amostras capazes de coa­
gular totalmente o plasma, dentro do limite de 3 horas de incubação 
em banho-maria a 37"C.
4) Fermentação da manita —  Para esta prova, o meio utilizado 
foi água peptonada a 1% com 1% de manita e vermelho de fenol, como 
indicador. A  leitura foi feita após 48 horas de incubação a 37"C.
5) Produção de pigmento —  Para esta pesquisa, o germe foi cul­
tivado em meio de Dorset, contendo 1% de glicose como recomendou 
Dudgeon & Sim pso n  (1927/28).
Os tubos semeados foram incubados a 37"C por 24 horas, e poste­
riormente mantidos durante 6 dias em temperatura ambiente, quando 
a leitura foi feita.
6) Fusão da gelatina —  Foi observada em meio de gelatina 
(Difco. B 11) utilizando-se a técnica de semeadura em picada e lei­
tura após permanência por 5 dias em temperatura ambiente. Os re­
sultados foram anotados após imersão dos tubos em água gelada.
RESULTADOS
Os resultados obtidos nas pesquisas realizadas para a verificação 
do tipo de hemólise, coagulase, produção de pigmento, fermentação da 
manita e fusão da gelatina nas amostras de Micrococcus pyogenes, iso­
lados de vacas portadoras de mastite, se acham resumidos na tabela I.
O exame da referida tabela mostra que das 73 amostras estudadas 
] 0,9% exibiram o fenômeno atribuído à a lisina, 15% à /?, 56,1% às 
« [i lisinas e 17,8% não apresentaram hemólise.
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Quadro I — Características das amostras distribuídas de acôrdo com o respectivo 
comportamento em placa de agar-sangue.
N» de 
amostras
Tipo de hemó­
lise
Coagulase 
+  -
Pigmento 
Albus Aureus
Manita
+  —
Gelatina
-t- —
8 Alfa hem........ 8 0 2 6 8 0 7 1
11 Beta hem’. . . . . 10 1 11 0 11 0 7 4
41 Alfa-Beta hem. 41 0 37 4 41 0 40 1
13 Não hem........ 6 7 11 2 5 8 4 9
A  produção da coagulase foi evidenciada em 89% das amostras 
estudadas.
Com relação ã produção de pigmento, 16,4% pertenciam à varie­
dade aureus e 83,5% à variedade albus. A  maioria das amostras coa­
gulase positivas e que, em placa de agar-sangue exibiram algum grau 
de hemólise, pertencia à variedade albus.
As amostras fermentadoras da manita incluem tôdas as coagula- 
ses positivas e formadoras de toxina e 38,4% das não hemolíticas.
Com relação à fusão da gelatina as amostras estudadas mostraram 
atividade em 79,4% dos casos.
A  tabela II  resume os resultados obtidos nas dosagens de hemo- 
lisinas.
As dosagens das hemolisinas com glóbulos de coelho deram um tí­
tulo geralmente elevado na primeira leitura, mas que pouco progredia 
após refrigeração por uma noite. Por outro lado, com glóbulos de car­
neiro, na primeira leitura a hemólise produzida foi menor do que aquela 
observada com glóbulos de coelho, porém, estendeu-se a altas diluições, 
após refrigeração.
DISCUSSÃO
Conforme G le n n y  e S teven s  (1935) demonstraram, no mínimo 
duas diferentes toxinas designadas por êles «  e p lisinas, podem ser pro­
duzidas pelos estafilococos.
Uma toxina ativa a 37-C sôbre glóbulos de coelho e manifestando 
alguma ação sôbre glóbulos de carneiro, recebeu o nome de «  lisina. 
Uma segunda toxina inativa sôbre glóbulos de coelho, mas, ativa sôbre
QUADRO II — DOSAGENS DAS HEMOLISINAS a E ß
Titulo hemolitico contra glóbulos de coelho
N" de 
amostras
Tipo de hemólise
Diluição da toxina
1/1 1/5 1/10 1/20 1/40 1/80 1/100 1/200 1/300 1/400 1/600 1/800 1/1200
8 Alfa hem............ — — — 1 — — 3 — — 2 — 1 1
11 Beta hem............ — — 2 — — 4 1 — 2 — 2 — —
41 Alfa-Beta hem. .. - — — 3 1 2 5 4 6 13 2 3 2
Titulo hemolitico contra glóbulos de carneiro
A leitura do título final foi feita após 1 hora em banho-maria a 37ÇC, seguida de refrigeração por uma noite.
N» de 
amostras
Tipo de hcmólise
Diluição da toxina
1/1 1/5 1/10 1/20 1/40 1/80 1/100 1/200 1/300 1/400 1/600 1/800 1/1200
8 Alfa hem............ 2 — — 3 — — — — — — — . — —
11 Beta hem........... — — — 1 — 2 4 — — 3 1 — —
41 Alfa-Beta hem. . . — — — ' 2 — 2 3 1 4 9 4 10 6
glóbulos de carneiro após incubação a 37’C seguida de incubação a 
baixa temperatura, foi designada como p lisina.
Posteriormente M in e t t  (1937), estudando o comportamento dos es- 
tafilococos hemolíticos em placa de agar-sangue de bovino e carneiro, 
observou que nas amostras produtoras de a lisina, um extenso halo claro 
de hemólise total se desenvolvia ao redor da colônia, quando a placa 
era incucaba a 37-C. Aquelas amostras que produziam p lisina exi­
biam um halo escuro de hemólise parcial, que se manifestava após in­
cubação a 37°C seguida de refrigeração.
Êste autor verificou, ainda, que algumas amostras produziam tanto 
a a como a p lisina. Em tais casos, após incubação a 37-C por 48 ho­
ras, uma zona clara circundava a colônia e era por seu turno envolvida 
por um halo escuro. Quando a placa era refrigerada, a zona escura 
gradualmente se tornava clara, sem contudo atingir o grau exibido na 
zona correspondente à «  lisina e uma terceira zona de hemólise parcial, 
escura, agora se manifestava.
No presente trabalho, com amostras isoladas de vacas portadoras 
de mastite, as zonas de hemólise foram estudadas em agar-sangue de 
carneiro e os resultados obtidos foram superponíveis aos observados por 
M in e t t .
Entretanto, a titulação dessas hemolisinas permitiu observar que 
nos casos em que o aspecto da placa de agar-sangue indicava somente 
produção da p lisina, o filtrado se mostrava ativo em grau variável 
para glóbulos de coelho, demonstrando, assim, a presença da «  lisina.
Daí concluirmos que a presença ou ausência de uma zona clara de 
hemólise total em placa de agar sangue de carneiro, não nos parece 
ser uma indicação relevável da capacidade da amostra de produzir o 
lisina, pois, que algumas amostras que em placa não produziram uma 
zona clara de hemólise bem definida, demonstraram, posteriormente, 
serem produtoras de <* lisina em título elevado.
Na maioria das amostras que exibiram em placa de agar sangue 
uma dupla zona de reação a p, o filtrado revelou predominância quan­
titativa da p lisina, conforme se depreende do exame da tabela II.
Em tôdas as amostras classificadas como inertes em placa, não foi 
evidenciada nem a nem p lisina, no filtrado.
Blair (1939), em uma revisão dos estafilococos patogênicos, esta­
beleceu que, de acôrdo com sua experiência, a reação da coagulase pode 
ser tomada como indice bastante suficiente da potencialidade patogêni­
ca dos estafilococos.
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Dubos (1952), refere-se à prova da coagulase, usando plasma de 
coelho, como o mais relevável critério “ in vitro”  para determinação 
dos estafilococos patogênicos.
Verificámos, com plasma oxalatado de coelho, que as amostras por 
nós estudadas se comportaram em sua maioria como coagulase positivas.
P lastridge (1939) observou que há pouca correlação entre a ha­
bilidade dos estafilococos para produzir pigmento, e seu papel irritativo 
sôbre o úbere.
Os resultados por nós obtidos revelaram que as amostras coagulase 
positivas eram geralmente do tipo albus.
A fermentação da manita não se correlata bem com o teste da coa­
gulase e produção de toxina. A  totalidade das amostras coagulase po­
sitivas e formadoras de toxina fermentaram a manita, mas, várias amos­
tras que eram coagulase negativas e não toxigênicas, também a fermen­
taram. A fusão da gelatina não foi característica constante dos esta­
filococos estudados.
SUMÁRIO E CONCLUSÕES
Foram estudadas 73 amostras de Micrococcus pyogenes de vacas 
portadoras de mastite, tendo sido pesquisadas simultaneamente a pro­
dução de hemolisinas, coagulação do plasma oxalatado, fermentação da 
manita, produção de pigmento e fusão da gelatina.
Verificou-se que um número significativo de amostras foi capaz de 
produzir a p lisinas.
Não foi possível obter uma p toxina pura, pois, quando o exame 
da placa indicava somente produção de p lisina, o filtrado continha
também a a lisina.
Das amostras hemolíticas praticamente tôdas foram coagulase po­
sitivas.
A maioria dos estafilococos estudados pertencia à variedade albus.
A  fermentação da manita foi evidenciada em tôdas as amostras 
coagulase e toxina positivas.
Quanto à fusão da gelatina não obtivemos dados concordantes com 
as demais provas.
Os dados obtidos foram discutidos à luz da literatura especializada.
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SUMMARY AND CONCLUSIONS
Seventy-three specimens of Micrococcus pyogenes from cows with 
mastitis were studied. The production of hemolysins, coagulation of 
oxalated plasma, fermentation of manitol pigmentation and fusion of 
gelatin were serched simultaneously.
It was verified that a significative number of specimens were able 
to produce «/? lysins.
It was not possible to obtain pure fi toxin. In the case that the 
plate culture suggested only the presence of fi lysin, the filtrate exibited 
also a lysin.
The hemolitic strain were all positive to the coagulase test.
All the strain were of albus type. Fermentation of manitol was 
showed in all coagulase positive and toxin producing strains.
The results obtained were discussed.
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